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 _Introdução
Os lagos ornamentais presentes em espaços lúdicos são funda-
mentais para o equilíbrio nos meios urbanos. Contudo, os micror-
ganismos que neles habitam podem representar uma ameaça para 
a saúde dos que usufruem destes espaços. O microbioma destes 
equipamentos urbanos é profundamente afetado pelo seu uso ina-
dequado pelo Homem (deposição de lixo doméstico) e pelos ani-
mais que neles habitam ou usufruem.
A população de microrganismos na água pode ainda ser afetada 
pelas alterações climatéricas. Estas alterações macros são alvo de 
muitos estudos devido ao reconhecido aumento das temperatu-
ras registadas que, entre outros efeitos, promovem a proliferação 
das populações microbianas (1). Contudo, pequenas alterações, 
aparentemente inócuas, derivadas da ação do Homem nos ecos-
sistemas podem ter consequências preocupantes. O fenómeno da 
globalização que contribuiu para o desenvolvimento económico 
e social também promoveu o intercâmbio de espécies indígenas. 
Este fenómeno levou à introdução de espécies originárias de uma 
determinada região (espécies indígenas) em locais onde nunca 
chegariam naturalmente sendo aí consideradas espécies exóticas. 
Em Portugal, foram registados vários casos de introdução de espé-
cies exóticas que alteraram o equilíbrio do ecossistema onde foram 
inseridas. O achigã é o exemplo dum animal exótico que foi intro-
duzido em rios, lagoas e outros sistemas de água doce. Como este 
peixe é predador contribui para a diminuição de pequenas espé-
cies nativas alterando o equilíbrio do ecossistema (2). Este fenó-
meno também foi observado no reino vegetal. O jacinto-de-água 
sendo uma planta de crescimento rápido forma tapetes que podem 
cobrir totalmente a superfície dos cursos de água onde é introdu-
zido. Este fenómeno contribui para a diminuição da qualidade da 
água e aumento da eutrofização. Para além destes existem muitos 
outros exemplos de introdução acidental ou consciente sem inten-
ção danosa que originam graves desequilíbrios ambientais (3). 
_Objetivo
Este trabalho teve como objetivo analisar a evolução sazonal da 
população de microrganismos dum lago ornamental da região de 
Lisboa. 
_Metodologia
Amostragem
As amostras foram recolhidas num lago ornamental da região de 
Lisboa. A recolha foi efetuada num frasco estéril (100 mL) ou com 
zaragatoas estéreis numa área de 10 cm2 para análise da água ou 
do biofilme, respetivamente. O acondicionamento e transporte da 
amostra foi efetuado como descrito anteriormente por Fernandes 
e colegas (4).
Caraterização dos microrganismos presentes na amostra
O ensaio para o isolamento e identificação das bactérias foi efetu-
ado conforme descrito por Fernandes e colegas (4) com uma alte-
ração. O meio Drigalsky foi substituído por CLED.
Para os fungos após incubação durante 4-5 dias a 25°C em agar de 
extrato de malte (MEA), foi retirada uma porção da colónia contendo 
um pouco de agar, utilizando uma lanceta e uma agulha devida-
mente esterilizadas, tendo o cuidado de selecionar zonas em dife-
rentes estadios de desenvolvimento. Esta foi colocada numa lâmina 
de vidro sobre uma gota de azul de lactofenol, as hifas foram cui-
dadosamente separadas das estruturas formadoras de esporos, os 
conidióforos, e o conjunto foi coberto com uma lamela. A prepara-
ção foi observada num microscópio ótico com ampliações que os-
cilaram entre as 100 e as 1000 vezes. As colónias de fungos foram 
identificadas com base nas suas características macro (cor, textura, 
aspeto, tipo de crescimento, etc.) e microscópicas, utilizando como 
orientação manuais de micologia (5,6). 
A análise da população fitoplanctónica presente no lago foi reali-
zada como descrito anteriormente (4). 
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_Saúde Ambiental
Ensaio de formação de biofilmes
O ensaio foi realizado para as estirpes encontradas no biofilme con-
forme descrito por Bandeira e colegas (7). A capacidade das dife-
rentes bactérias formarem biofilmes isoladamente ou em conjunto 
foi avaliada a 25°C e 37°C.
Preparação de amostras para microscopia eletrónica de varrimento
Para análise do fitoplâncton por microscopia eletrónica de varrimen-
to (SEM) 10 mL da amostra de água foram centrifugados a 1500 
rpm durante 10 minutos. Após ter sido ressuspendido em aproxima-
damente 200 µl de água o sedimento foi transferido para um por-
ta-amostra previamente revestido com fita de carbono e deixado a 
secar à temperatura ambiente. No caso dos fungos uma parte da 
colónia cultivada em MEA foi transferida com o auxílio duma pinça 
para um porta-amostra revestido com fita de carbono. As amostras 
foram analisadas num SEM de baixo vácuo (Phenom).
_Resultados e discussão
Inicialmente o objetivo deste estudo era analisar o impacto das es-
tações do ano na flora dos lagos dum parque de Lisboa. O primeiro 
lago a ser analisado tinha revelado na colheita de inverno (fevereiro) 
a existência duma população bacteriana constituída por Klebsiella 
pneumoniae ozaenae, Pastorella e Shigella não tendo sido deteta-
dos nem fungos nem leveduras. Na colheita de água realizada em 
maio estes resultados apresentaram alterações significativas. No 
meio não seletivo, independentemente da temperatura de incuba-
ção, foi sempre detetado um número incontável de microrganismos 
( > 300 unidades formadoras de colónias- UFC). As UFC presentes 
a 30 e 37ºC no meio CLED eram semelhantes tendo a sua identifi-
cação revelado a presença de Enterobacter aerogenes e Aeromo-
nas sobria. No grupo das bactérias foi ainda identificado a partir do 
meio não seletivo incubado a 44ºC uma bactéria do género Bacillus. 
Ao contrário do registado na colheita de inverno desta vez a Kleb-
siella pneumoniae estava ausente, foram detetados fungos dos gé-
neros Fusarium e Penicillium e uma levedura (Rhodotorula sp). Na 
figura 1A é apresentada uma cultura de Penicillium e na figura 1B 
um pormenor do mesmo obtido por SEM.
De seguida resolvemos caraterizar a flora microbiana presente no 
biofilme do lago. Desta forma pretendemos verificar se as altera-
ções registadas na população planctónica se refletiam também 
nos biofilmes. Tanto os dois géneros de fungos como as Aeromo-
nas presentes na água foram identificados no biofilme. Adicional-
mente, foi também identificado um coco-bacilos Gram-negativo 
o Chromobacterium violaceum. No caso das Aeromonas foram
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Figura 1: Fungo do género Penicillium isolado numa amostra de água ornamental realizada em maio. Cultura 
do fungo em agar de extrato de malte (A) e um pormenor obtido por SEM (B).
encontradas duas espécies Aeromonas veroni, também presente 
na água, e Aeromonas sobria. Estes resultados levantaram várias 
questões. A primeira seria se a ocorrência de temperaturas atipica-
mente elevadas durante o mês de maio, caraterísticas dos meses 
de verão, poderiam justificar esta alteração da flora microbiana por 
si só. O predomínio da população de Aeromonas tipicamente asso-
ciadas à colonização/ infeção de peixes (8) sugeria a existência de 
outros fatores. No período de tempo que separou as duas colheitas 
foi introduzida neste lago uma população de carpas Koi originárias 
do Japão. A introdução de espécies exóticas, e por arrasto dos mi-
crorganismos que as colonizam, pode alterar de forma significativa 
o equilíbrio do ecossistema. Assim, a alteração da população mi-
crobiana do lago pode não ser devida unicamente à transição das 
estações do ano mas também à introdução das carpas Koi. 
O próximo passo consistiu no estudo da cinética de formação do 
biofilme bacteriano. A análise da tabela 1 mostra que as estirpes 
de Aeromonas apresentam uma maior capacidade de formação 
de biofilme do que o C. violaceum. De acordo com o observa-
do para os biofilmes de K. pneumoniae presentes nas amostras 
de fevereiro todas as bactérias, com exceção do C. violaceum, 
apresentam maior capacidade de formação de biofilme a 25ºC do 
que a 37ºC. Esta observação indicia uma adaptação das bactérias 
às condições ambientais. O resultado observado para o C. viola-
ceum poderá ser explicado pelas variações experimentais e pela 
sua menor apetência para formar biofilme. Uma vez que a partir 
das amostras de biofilmes foram isoladas várias bactérias tenta-
mos mimetizar a formação dum biofilme misto em condições labo-
ratoriais. Ao contrário do esperado a performance das bactérias 
individualmente, com exceção do C. violaceum, era melhor do que 
quando associadas. Este resultado sugere que ao nível ambien-
tal se pode observar um fenómeno semelhante ao observado nos 
biofilmes da cavidade oral. Neste caso existe uma divisão entre os 
microrganismos que iniciam a formação de biofilme e outros que 
se associam posteriormente (9). Assim, resolvemos mimetizar este 
fenómeno começando por deixar as várias espécies de Aeromo-
nas formarem um biofilme maduro (aproximadamente durante 18h) 
tendo depois adicionado o C. violaceum. Os resultados prelimina-
res obtidos demonstram que nos estadios iniciais (2, 4h) a asso-
ciação com as Aeromonas facilita a formação de biofilme pelo C. 
violaceum. Contudo, estes resultados carecem de validação uma 
vez que teremos de demonstrar que o acréscimo de biomassa se 
deve apenas ao C. violaceum. Outro aspeto que também deverá 
ser investigado é o papel desempenhado pelos fungos na forma-
ção e persistência do biofilme.
O último aspeto estudado foi a evolução da população de fitoplânc-
ton. Embora o estado trófico do lago se tenha mantido inalterado 
(eutrófico), o equilíbrio entre as populações existentes foi alterado 
(tabela 2). As populações de cianobactérias, clorófitas, criptóficas
e dinoflagelados registaram um aumento tanto em densidade como 
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Tabela 1: Avaliação da formação de biofilmes a diferentes 
temperaturas. 
     Tabela 2: 
Análise da densidade e 
biovolume da população 
fitoplanctónica.
Cianobactérias
Carófitas
Clorófitas
Criptófitas
Diatomáceas
Dinoflagelados
Haptófitas
Total
Densidade (células/mL) Biovolume (mm3/L)
Fevereiro MaioGrupos fitoplanctónicos
1357
95
2286
−
4143
71
24
7976
Fevereiro
0,04
0,02
2,44
−
1,48
1,85
4,09x10-4
5,84
567762
−
20333
381
2524
762
−
591762
Maio
6,25
−
2,44
0,22
1,48
1,85
−
12,25
A . sobria 1
C. violaceum
A. veronii
A. sobria 2
25˚C 37˚CBactérias
0,284 ± 0,06
0,017 ± 0,01
0,761 ± 0,11
0,756 ± 0,24
0,155 ± 0,03
0,096 ± 0,05
0,185 ± 0,004
0,119 ± 0,09
Formação de biofilme (OD570nm)
A capacidade de formação de biof i lme pelas bactérias foi avaliada após 24h de incubação a 
25ºC ou 37ºC por um método espetrofotométrico.
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em diversidade. O fenómeno inverso, diminuição da população, 
foi observado para as carófitas e diatomáceas. As haptófitas não 
foram sequer detetadas na amostra colhida em maio. Na figura 2 é 
apresentado um representante das diatomáceas o Achnanthidium 
minutissimum.
O aumento da população foi particularmente significativo para as 
cianobactérias (cerca de 78%). Algumas espécies de cianobacté-
rias produzem florescências tóxicas que são mais frequentes du-
rante o verão. A monitorização destes fenómenos durante as duas 
últimas décadas incidiu por imperativos legais sobre as microcis-
tinas que são um dos grupos mais usuais de cianotoxinas. Uma 
vez que está descrita a acumulação de microcistinas ao nível do 
tecido dos peixes a introdução das carpas, o aproximar da esta-
ção quente e o aumento da população de cianobactérias aconse-
lha a monitorização deste ecossistema para evitar eventuais pro-
blemas para a saúde dos que com ele interagem (10). Outro aspeto 
curioso foi a diminuição da densidade de microrganismos fitoplan-
tónicos associados à produção de compostos com atividade anti-
fúngica, como por exemplo a clorófita Chlamydomonas reinhardtii 
(11), e o aparecimento de fungos e leveduras no lago.
_Conclusão
Os resultados obtidos demonstram como uma pequena alteração 
pode ter impacto num ecossistema. A introdução duma espécie de 
peixes exóticos juntamente com a transição das estações do ano 
alterou profundamente o equilíbrio do ecossistema em estudo. Esta 
observação é um alerta para refletirmos sobre o modo como inte-
ragimos com o meio ambiente. 
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Figura 2: Microfotografia  de Achnanthidium minutissimum, 
pertencente ao grupo das diatomáceas, obtida por 
SEM.
10 µm
